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論文内容要旨
目的
 近年,制癌剤や放射線に対する感受性試験のために,ヒト癌細胞の単離培養法や癌細胞株の樹
 立法の確立が要求されている。しかし,従来のウシ胎児血清を含む培地を用いた原発固型腺癌細
 胞の初代培養や細胞株化は依然として困難である。その大きな原因は,癌組織内の線維芽細胞の
 増殖が著しく癌細胞が死滅すること,癌細胞が必ずしも増殖しないことにある。一方,あるヒト
 癌細胞は数種の細胞成長因子を加えた無血清培地で培養可能であり,山根らはヒト胎児二倍体線
 維芽細胞の長期培養のために無血清培地RITC80-7を開発したる著者は,この培地では成人型
 線維芽細胞の増殖が血清培地に較べて遅く腺癌細胞は増殖することを見い出し,この特性を利用
 して,ヒト原発固型腺癌の初代培養を試み細胞株樹立におけるRITC80-7の有用性を検討した。
 材料および方法
 1)RITC80-7の組成:基本培地はmodifiedMEMで,細胞成長因子としてマウス上皮細胞
 成長因子(EGF),インスリン,トランスフェリン,トリヨードサイロニン,ハイドロコーチゾ
 ンとウシ血清アルブミンが添加されている。対照として,10%ウシ胎児血清を含むMEM(血清
 培地)を用いた。
 2)臨床材料と初代培養:手術時に,癌患者22例(7乳癌,6大腸癌,4胃癌,2胆管癌,2
 膵癌および1肺癌)から原発癌組織(約2cm3)を採取し,メスで細切後,U.25彩トリプシンと
 DNaseで37℃,30分間の酵素処理後,ステンレスメ・ノシュでろ過し,腺癌細胞を得た。生細胞
 計数法は色素排除法で血球計算板を用いた。各細胞(1×106個)を各ウェル(2ml)に分注し,
 RITC80-7と血清培地でそれぞれ培養し,3日毎に半分量の培地を交換した。腺癌細胞の増殖
 状態の指標として,培養上清中の腫瘍マーカー(CEA,CA19-9およびTPA)をRIAで測定し
 た。
 3)腺癌細胞の3H一チミジンの取込み:EGFやインスリンの増殖効果をみるため,樹立腺癌
 細胞(KK-1とGGK-1)の各細胞(2×iO4個)を各ウェル(2ml)に分注し,EGFやイン
 スリンを欠く種々の培地で18時間培養後,6時間のDNA合成における3H一チミジン取込みを液
 体シンチレーションで測定した。
 4)1251-EGF結合:RITC80-7と血清培地でそれぞれ継代維持された胆管癌細胞株(GG
 K～1-SFとGGK-1-FCS)の各細胞(2×105個)を種々の濃度の非標識EGF(0.1～50ng/
 m1)の存在下あるいは非存在下において1251-EGF(0.05～0.lng,179μCi/μg)と24℃,3
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 時間反応させ,1251-EGFの結合量をオートガンマーカウンターで測定した。
結果
 1)癌組織から得た線維芽細胞の増殖はRITC80-7では血清培地より遅く約4分の1であっ
 た。2)培養に用いるプラスチックディッシュを血清あるいはフィブロネクチン(10μg/ml)
 で37℃,1時間処理し,KK-1とGGK-1細胞の接着率は,フィブロネクチンより血清処理が
 有効であった。:3)RITC80-7におけるKK-1とGGK-1細胞の増殖は,血清培地の場合より
 やや遅いがほぼ同程度であった。4)樹立腺癌細胞(KK-1,LK-1とPKK-2)のRITC80-7
 (A)と血清培地(B)の培養上清中のCEA,CA19-9およびTPAの濃度を測定すると,その
 比(A/B)は0.8～2・0,平均1.1で,両培地での分泌量に差はなかった。5)結腸癌KK-4の
 初代培養では,RITC80-7中のCEAとCA19-9の濃度は血清培地より高値を示し,培養7週
 後まで徐々に低下したが,10週後に上昇した。一方,血清培地では急激に低下し,10週後には検
 出できなかった。形態学的には,RITC80-7では癌細胞が敷石状に増殖し周囲に線維芽細胞は
 見られなかった。血清培地では線維芽細胞が著しく増殖し癌細胞の増殖は抑えられた。6)初代
 培養22例中10例は8週以上培養され,培養5週後の上清中にCEA,CA19-9あるいはTPAが
 検出された。RITC80-7中の濃度(A)は血清培地中の濃度(B)に比して高値を示し,その
 比(A/B)は0.9～7.7,平均3.2であった。培養期間中に汚染した3例を除く7例は6ケ月間以
 上維持できた。7)RITC80-7からEGFやインス'リレを除去するど,KK-1とGGK-1細胞
 の3H一チミジン取込みは低下した。8)1251-EGF結合標準曲線よりScatchardプロット分
 析すると,RITC80-7で維持したGGK-1-SF細胞の高親和性EGFレセプター数は,血清培
 地で維持したGGK-1-FCS細胞に較べて減少したが,細胞あたりのEGF総結合能は約し6倍で
 あった。
 結.語
 各種の細胞成長因子を含む無血清培地RITC80-7は,ヒト腺癌細胞株の樹立に有用であり,
 また,癌細胞とホルモンや細胞成長因子との関連の解明に有効な手段と考えられた。
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 審査結果の要旨
 術後の癌化学療法や放射線療法の方針決定や予後の判定を的確にするためには,個々の患者の
 手術摘出病巣や生検材料からの癌細胞初代培養法の確立が要求されるが,従来の血清培地を用い
 た初代培養では,癌組織内の線維芽細胞の増殖が著しく,その成功率は10～17%と低いの現状で
 ある。この線維芽細胞の著しい増殖は,血清中に存在する血小板由来成長因子(PDGF)による
 作用と考えられるが,現在のところ,血清中からPDGFを除去することは困難である。そこで,
 本研究では,血清培地の代わりに,種々のホルモンや細胞成長因子を添加した無血清培地RITC
 80-7を用いると、腺癌細胞は増殖し,線維芽細胞の増殖が低下することを明らかにし,、22例の
 腺癌症例の初代培養を試みた。
 RITC80-7培地における線維芽細胞の8日間培養では,血清培地と比較して,約4分の1に
 低下し,さらに長期間培養では,線維芽細胞が死滅することを示した。一方,腺癌細胞の増殖は,
 6日間培養の増殖曲線,DNA合成の3H一チミジン取込みや培養上清中の腫瘍マーカー濃度など
 の結果からRITC80-7培地と血清培地では大差ないことを明らかにした。また,無血清培養の
 低い細胞接着率は,培養プレートを血清処理することで改善可能なことを示した。本研究の特微
 は,RITC80-7培地の初代培養が血清培地に比べて有効であることを短期間培養のある時点の
 細胞増殖で判定するのではなく,実際の長期間初代培養の上清中の腫瘍マーカーの濃度で検討し
 たことにあり,この方法では,腺癌細胞の機能と形態を経時的に評価することができた。結腸癌
 KK-4では,腫瘍マーカー濃度を2週間毎に比較すると,RITC80-7培地の値が血清培地よ
 り高く,また,形態学的には,RITC80-7培地では腺癌細胞が増殖し線維芽細胞は死滅したが,
 血清培地では線維芽細胞が著しく増殖したことを示した。さらに,22例の初代培養では,10例
 (45%)が8週間以上培養され,培養5週後の上清中の腫瘍マーカー濃度は,RITC80-7培地
 の方が血清培地に比べて,平均3.2倍の高値を示し,10例中微生物の汚染した3例を除く7例は,
 6ケ月間以上の長期間培養に成功している。
 本研究は,PDGF未添加のRITC80-7培地は腺癌細胞の増殖を選択的に促進し,腺癌細胞の
 初代培養において,従来の血清培地に比べて有効であることを明らかにした。従来,このような
 無血清培地による腺癌細胞株の樹立に成功したという報告はなく,ヒト腺癌細胞の初代培養にお
 いて,画期的な方法と考えられる。よって,本論文は学位授与に値するものと認める。
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